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Farbkodierte Mikrokapseln als kombinatorische Analysebibliotheken 

und als spezifische optische Sensoren 



Zusammenfassung 

Monodisperse . Kolloide wurden mit Polyelektrolyten mittels des Layer-by-Layer 

K 

Verfahrens beschichtet. Die Templatkerne konnen im Inneren verbleiben oder aufgelost 
werden. An die Polyelektrolyten werden verschiedene Fluoreszenzfarbstofife in 
definierter Menge kovalent gebuniien. Die Farbstofi&nenge wird uber Variation des 
Labelgehalts oder durch Co-Abscheidung ungelabelter Polymere kontrolliert. 
Unterschiedliche Faxbstofifschichten werden durch Zwischenschichten voneinander 

* 

getrennt, wodurch unerwunschte Wechselwirkungen unterdruckt werden. Umgekehrt 

kann zwischen geeigneten Farbstofipaaren bei geringen Abstanden (0-6 nm) ein 

■ • ■ • 

FRET-Signal erzeugt werden, welches unabhangig von der Farbstoffkonzentratiori 

durch die Anzahl der Zwischenschichten kontrolliert werden kanni Die 

■ 

Kapselkodierung wird durch Variation der Anregungs- und Emissionswellenlange 
ausgelesen. In den Kapseln kSnnen Makromolekule immobilisiert werden, welche 
komplementare Substanzen aus Losungen herausfischen. 

Derart beschichtete Partikel oder hohle Kapseln konnen nach Einbringen einer 

sensitiven Zwischenschicht als Sensoren genutzt werden. Andemngen in der 

GroBe/Struktur der Zwischenschicht kann entweder durch FRET zwischen 

benachbarten, gelabelten Polyelektrolytschichten oder durch 

SelbstlQschung/Aggregatfluoreszenz von Farbstoffen in der sensitiven Schicht detektiert 
werden. 
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Farbkodierte Layer -by^Layer Mikrokapseln als kombinatorische 
Analysebibliotheken und als spezifische optische Sensoren 



Anspruche 

■ » 

1 . Kapseln aus Polyelektrolyt-Multischichten hergestellt nach dem Layer-by-Layer 

Verfahren und kleiner als 100 \im fur Kodierungs- und 

, - 

sensorische/diagnostische/analytische Anwendungen und enthaltend 

* 

* » 

* * 

a) eine definierte Zuordnung von farbstoffmarkierten Polyelektirdlyten zur 
Schichtzahl, 

b) eine definierte Zuordnung von farbstofEfreien ; Polyelektrolyten zur 

Schichtzahl. . , 

* ■ 

c) eine definierte Zuordnung von sensorischen Polyelektrolyten oder 
sensorisch reaktiven Beschichtungskomponenten zur Schichtzahl 

d) eine definierte Zuordnung von Wechselwirkungen der Markierungen 

* * 

unterschiedlicher Schichten 

* 

• • • 

■ 

2. - Kapseln nach Anspruch 1 mit Kern oder ohne Kern als Hiille enthaltend das 

Losungsmittel oder eine L6sung anderer Zusammensetzung. • 

$ 

* 

3. Kapseln nach Anspruch 1 und 2 enthaltend eineri oder* mehrere 

* 

• ■ 

■ 

Fluoreszenzfarbstoffe in mindestens zwei Schichten, die es gestatteri, sowohl die 
Fluoreszenzfarben als auch deren Intensitaten und die Wechselwirkungen bzw. 
S.elbstwechselwirkungen definiert einzustellen. 



4. Kapseln nach einem der vorherigen AnsprQche enthaltend mindestens zwei 
•Fluoreszenzfarbstoffe in unterschiedlichen Schichten, die miteinander fiber 

Forster Resonanz Energie Transfer (FRET) verknupft sind. 

5. Kapseln nach einem der vorherigen Anspruche mit mindestens einer, zwischeri 
zum FRET befahigten Donor- und Akzeptor-FluoreszenzfarbstofP-markierten 
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. Schichten gelegenen sensorischen Zwischenschicht, die in Anpassung an 

veranderte Eigenschaften des Mediums, z.B. pH, SahJconzentration 

» 

Temperatur, adsorbierte Komponenten, Enzyme, das Losungsinittel 

# 

a * ft 

beeinflussende oder mit der Zwischenschicht reagierende' Komponenten sowie 
mischbare Losungsmittelanteile, das FRET Signal messbar beeinflusst und fur 
diese Anderung als Sensor dienen kann. 

6. Kapseln nach einem der vorherigen Anspruche enthaltend mindestens zwei 
FluoreszenzfarbstofFe, deren Abstand voneinander den Forster Resonanz 

« 

Energie Transfer unterbindet. 

« 

♦ 

■ ■ 

7. Kapseln nach einem der vorherigen Anspruche enthaltend mindestens eine 
Schicht mit einem , Fluoreszenzfarbstoff in einer Dichte, die zur 

Selbstwechselwirkung (Selbstloschung) innerhalb der Schicht fuhren kann .und 

< j . ■ 

durch Anderungen von Komponenten oder Bedingungen des Mediums oder der 
Umgebung messbar beeinflusst werden kann imd dafiir als Sensor dienen kann. 

* _ • a . 

* 

* m * 

* m ♦ 

8. Kapseln nach einem der vorherigen Anspriiche wobei die Kapseln kleiner als 

lO^im, bevorzugt kleiner als l|im sind. = i 

.- 

, 9. Kapseln nach einem der vorherigen Anspriiche mit einem modifizierten Kern, 

■ # * 

. der sensorische Funktionen oder Kodierungseigenschaften besitzen kann. 

■ 

• 10. Verwendung der Kapseln nach einem der vorherigen Anspruche als Bibliothek 
von Reporter-Partikeln oder kodierten Farbpartikeln zur Identifikation von 
Substanzen und/* oder der Markierung von Prozessen. 

1 1 . Verwendung der Kapseln nach einem der vorherigen Anspruche in der 
medizinischen Diagnostik, der kombinatorischen Chemie, der Genomik und 
Proteomik, der Biologie und Biotechnologie und der Technik. 



12. Verwendung der Kapseln nach einem der vorherigen Anspriiche zur Codierurig 

* 

von technischen Erzeugnissen. 
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■ 1 3 Verwendung der JCapseln nach einem der vorherigen Anspruche zur Markierung 
von Partikel, Zellen, Geweben, Organen und Organismen biologischen 
Urspmngs. 
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Farbkodierte Layer -by-Layer Mikrokapseln als kombinatorische 
, Analysebibliotheken und als spezifLsehc optische Sensoren 



Beschreib'ung 

w 

Die vorliegende Erfindung betrifft kombinatorische Bibliotheken auf der Basis von 

' • * * 

hohlen oder gefullten Polyelektrolytkapseln, die mittels der Layer by Layer Methode 
hergestellten werden. Die LbL Methode ermOglicht die KontroUe der Anzahl der 
Konzentration tind des Abstandes zwischen 4 den Farbstof&nolekulen auf der 
Nanometerskala, wodurch sich eine hohere kodierte Informationsmenge in der Wand 
(HiiUe) ergibt, als es von Partikeln (Beads, voile Mikropartikel) bekannt ist, die in ihrem 
Volumen oder an ihrer. Oberflache farblich kodiert sind. Weiterhin ist der 

1 * * * 1 

Fluoreszenzfarbstoff vollstandig an der Oberflache konzentriert, was fur FRET basierte 
Detektion in homogenen Partikelassays von Vorteil ist, da die hohe 
Untergrundfluoreszenz der im Inneren des Partikels lokalisierten und daher nicht am 
FRET beteiligten Farbstoffe vollstandig wegfallt. 13 Der zweite Teil der Erfindung 
befasst sich mit der M6glichkeit, Kapseln mit unterschiedhchen Makromolekulen zu 
fiiUen, jedoch die Kapseln weiterhin permeabel fur kleine Molekule zu halten. Derartige 
farbkodierte Kapseln konnen als kombinatorische Fangbehalter verwendet werden, 
welche eine erhebliche Menge von spezifischen Substanzen aus einem 
Reaktionsgemisch au%ehmen k5nnen. Nachfolgend konnen die unterschiedhchen 
Kapseln mit unterschiedlichen Substanzen in^e^^^n aufgrund ihi^F^c^i^hen 
Fluoreszenzsignale aussortiert werden. Diese kombinatorischen Bibliotheken kSnnen in 
vielen Gebieten in der Medizin, der Biologie und der Chemie angewehdet werden. 

a 

* 

« 

* 

Die Miniaturisierung von Assays und Mikrotiterpiatten ist im Hinblick auf eine weitere 
VergroBerung der Assayskapazitat begrenzt. Eine alternative Methode eroffhen die auf 

* 

Beads basierenden Bibliotheken. Neue Entwicklungen in der FluBzytometrie (Flow 
Cytometrie; z.B. COPAS™ bead flow sorting) erlauben einen Durchsatz von bis zu 
100.000 Partikel pro Stunde. Daher konnten die auf Beads basierenden BibUotheken die 
ftihrende Technologie in Screening-oder Sammeloperationen werden. 1 " 5,7 
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Wir haben hohle Kapseln avis Polyelektrolyten 6 hergestellt, welche unterschiedliche 
Farbkombinationen in ihrer Wand enthalten. Die farbkodierten Kapseln k6nnen wie 
Beads sortiert werden, jedoch sind sie hohl urid konnen viele Bindungsstellen sowohl 

■ 

auf der Wandoberflache als auch- in ihrem Inneren aufweisen. 

• * * 

Diese Kapseln haben im.Vergieich zu der Beads-Technologie verschiedene Vorteile: 

• • • 

1. Ihrer Masse ist sehr gering. Daher fallen Sie aus Losungen mit unterschiedlicher 
Dichte wesentlich langsamer als Beads aus. 

* 1 ■ • ■ 

* * 

2. Infolge ihrer dtinnen Wand und dem gleichen oder ahnlichem Material im Inneren 
wie im AuBeren ist die Lichtstreuung sehr klein. Bei Beads fuhren Unterschiede 

im Brechimgsindex zwischen Bead und dem Losungsmittel (gewohnlich Wasser) 

■ • 

zu starker Lichtstreuung, die den SortierprozeB im FluBzytometer beeintrachtigt. 

3. Reaktionen sind bei Beads nur an deren Oberflache moglich. Daher ist die Anzahl 
ihrer Bindungsstellen stark begrenzt. Im Falle unserer Kapseln konnen die auBere 
Wandoberflache, -die innere Wandoberflache und das gesamte Volumen der 
Kapseln fur Reaktionen genutzt werden. Eine Kapseln (oder ein Bead) mit einem 
Durchmesser von 5 jim hat eine auBere Oberflache von 78 |xm 2 und ein Volumen 

* 

von 65 nm* . IJnter Annahme einer Konzentration der Bindungsstellen von 0. 1 M 

weist ein Bead lediglich . etwa 9 x 10 4 Bindungsstellen auf, wohingegen eine 

Kapseln etwa' 5000 ' mehr Bindungsstellen, .namlich 4 x 10 8 Bindungsstellen 
aufweist '» 



4. Die FarbstoflSmarkierungen kSnnen mit ausreichendem Abstand . untereinander 
aufgebracht werden, urn Wechselwirkungen wie die Bildung von H- oder J- 
Aggregaten, SelbstlSschung oder Forster-Resonanzenerjgietransfer zu vermeiden, 

* 

welche die Fluoreszenzsignale im Palle der Markierurig der FestkSrperphase mit 
unterschiedlichen Farbstoffen storen. Dies gestattet. mehr kombinatorische 
Moglichkeiten. ; 

5. Forster Resonanzenergietransfersignale konnen kontrolliert ziir falschungssichere 
Kodierung von Handelsmarken eingestellt werden. 
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DNS oder dergleichen oder mit' spezifisch funktionalisierten Polyelektrolyten 

* 

gefullt werden, welche . ein selektives Fangen von ■ Reaktionspartnern axis der 
Losung durch Bioreaktionen, Physi- oder Chemisorption ermoglichen. 
Nachfolgend k6nnen die kodierten Kapseln aussprtiert werden. 

■ • 

* * 

■ ^ * 

7. Die kodierte Information kann durch die Anzahl der Farbstoffen, ihr Verhaltnis 

* 

untereinander und durch abstandesabhangige Wechselwirkungen untereinander 

wie etwa dem FSrster Resonanzenergietransfer eingestellt werden. Bei den 

■ 

• bekannten' fluoreszierenden Beads 4 sind solche Wechselwirkungen unerwiinscht, 

■ ■ * 

da der Abstand zwischen den Farbstoffinolekulen nicht kontrollierbar ist. 

* 

* 

8. Herstellung von hohlen kodierten Kapseln und'Nutzung ihres Innenraums fur die 
Immobilisierung von Makromolekulen (Polyelektrolyte, Proteine, Enzyme). Die 

funktionalisierten Makromolekule konnen komplementare Verbindungen aus 

* ■ ■ 

Reaktionslosuhgen durch Physisorption, Chemisorption biologische Bindungen 
herausfischen. ' 

■ 

Die vorliegende Erfindung betrifit Sensoren, die mittels der Layer-by-Layer LbL 

« • 

Methode auf Kolloiden mit-Durchmessern kleiner'als 100 \xm aufgebaut.werdeci und auf 
chemische Stofife oder physikalische MeBgroBen ansprechen. Das kolloide Templat 
kann gegebenenfalls in einem Folgeschritt herausgelost werden, so dass hohle Kapseln 
entstehen. 



> * 

Die Sensorwirkung wird dvirch eine Schicht definierter Dicke eines speziellen Materials 
erreicht, dass bei Anderung der Konzentration eines Stoffes in der umgebenden Losung • 
oder bei der Veranderung physikalischer Parameter entweder quillt oder schrumpft. Zur 
Detektion dieses Prozesses wird die Emission von Fluoreszenzfarbstoffen verwendet. 

* 

Zwei Varianten der Wirkungsweise sind mSglich (Abbildung 8): 

1. Die sensitive Schicht mit einer Dicke zwischen 0,1 nm und 10 nm befindet sich 
zwischen zwei Schichten aus Polyelektrolyten. Die Polyelektrolytscbicht auf der einen 
Seite der sensitiven Schicht enthalt fest eingebunden einen Fluoreszenzfarbstoff hSherer 
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Absorptionsenergie (Donor) und die Polyelektrolytschicht auf der anderen Seite einen 

Fluoreszenzfarbstoff . niedrigerer . Absorptionsenergie (Akzeptor). . Statt 

Fluoreszenzfarbstofien konnen auch emittierende Nanopartikel verwendet werden. Das 

Farbstoffpaar ist so abgestimmt, dass ein Forster (Fluoreszenz-) 

Resbnanzenergietransfer FRET stattfindet. Die Effizienz des FRET hangt fcmpfindlich 

von dem Abstand der Farbstoffinolekiile zueinander ab. Das .FRET Signal kann 

• . i • - 

spektrometrisch sowohl anhand der Donor- als auch der Akzeptorfhioreszenz statisch 

sowie anhand der Donorfluoreszenz auch zeitabhangig detektiert werden. 

■ i 

B 

I ■ 

.2. Das sensitive Material wird kovalent mit einem Fluoreszeiizfarbstoff in 
vergleichsweise hoher Konzentration (Masse Material: Masse Farbstoff < 500:1) 
verkniipft. Der Farbstoff zeichnet sich dadurch aus, dass er leicht mit sich selbst 
Dimere/Aggregate bildet. Wird das gelabelte Material in einer kapselwand als 

■ * * 

mindestens eine homogene Schicht mit einef Dicke von 1 nm bis 1 mn eingebracht, 
fiihrt ein Selfquenchingprozefi bei der Bildung von Dimeren oder H-aggregaten zu einer 
Loschung der Fluoreszenz des Farbstoffinonomeren, wohingegen bei Bildung von j- 
Aggregaten oder Excimeren eine neue Emissionsbande bei niedrigerer Energie entsteht. 
Bei QueUung/Schrumpfung der Schicht in der Kapselwand kann das Signal fiber die 
Intensitat oder die Lebensdauer der Monomerfluoreszenz detektiert werden, bzw. fiber 
das Verhaltnis von Monomerfluoreszenz zur Fluoreszenz des J-Aggregates bzw. 
Excimeren. 

* 

Beschreibung der Experimente 

■ * • 

Farbstoffmarkierung von Poly elektrolyten: 

* 

PAH wurde mit den Farbstoffderivaten Fluoreszeinisothiocyanat, 
Tetramemykhoa^iminisothiocyanat und einem Derivat von CY5 markiert. Die Formeln 
sind in Abbildung ( l dargestellt. Die Markierungsreaktionen wurde. entsprechend 
allgemeiner Herangehensweise bei der Markierung von Proteinen durchgefuhrt. 
AnsteUe eihes Hydrogenkarbonatpuffers wurde NaOH fur die Aktivierung von ca. 30% 
der PAH Gruppen verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde gegen Waisser dialysiert. 
Nach Zugabe von HCL zu der markierten PAH-L6sung zur Einstellung eines pH- 



Wertes von 4-5 wurde die Losung lyophilisiert. Der Markierungsgehalt wurden mittels 

■ 

UV/Vis-Spektroskopie bestimmt und betrug fur PAH-F1 53:1, PAH-Rho 580:1, PAH- 
Cy5 500:1 (Verhaltnis der PAH Einheiten : Anzahl der markierten Molekule). Die 
Ausbeute der Markierung betrug ca. 80% fur Fluoreszein, 20% flir Rhodamine und 40% 
fur Cy5. Jedes PAH wurde nur mit einem Farbstoff markiert, da ein gleichzeitiges 
Markieren einer PAH-Kette den Nachteil der Selbstloschung oder des Forster Resonanz 
Energie Transfer in sich birgt. 

Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Farbstoffe sind in Abb. 2a und b gezeigit. 
Die Absorptionsmaxima der drei markierten PAH-Polymere wurden zu 495, 557 und 
648 nm bestimmt. Die Fluoreszenzmaxima betragen 520, 582 und 665 nm, wobei die 
Absorptionswellenlange fiir die Anregung verwendet wurde. 

* 

* 

Herstellung der Kapseln: 

3 jam groBe Silicatemplate wurden mit 10 alternierenden Schichten von 

■ ■ 

Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH, MW 60. 000 g/mol) und Poly(styrolsulfonat) (PSS, 

ft ' * 

MW 70 000 g/mol) beschichtet/ Um unterscheidbare Wande zu erhalten, wurden 

• • ■ ■ 

xmterschiedlich markierte PAH-Polymere fur die Beschichtung verwendet. Fiir die 
FSrbung der Kapsebi wurde lediglich eine Schicht des jeweiligen PAH verwendet. Nur 
im Falle von Cy5 wurden aufgrund der gepringeren Fluoreszenzquantenausbeute und des 
geringen Farbstoffgehalts 2 Schichten zur Markierung verwendet. Es wurde versucht, 
einen gewissen Abstand zwischen den unterschiedlichen Farbstofifechichten zur 
Vermeidung von Forster-Resonanzenergietransfer einzuhalten. Folgende Kapseln 
wurden hergestellt: 



/ 
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Schicht/Kapsel 


1. 


2. 


3, 


4. . 


5. 


6. 


7. 


8. 


l.PAH 


• 


- 

f 


- 


- 


- . 


- 


- 


• 


2. PSS 


- 




- 


- 


- 


- 


- 




3. PAH 


- 


• 


- 


Cy5 


Cy5 


Cy5 


Gy5 


- 


4. PSS 

• 


- 


• 


- 


m 


- 


r 


- 




5. PAH 


Rho 


Rho 


Fluo 

* 


Cy5 


Cy5 


Cy5 


Cy5 




6. PSS 


_ 
















7. PAH 










Fluo 


Rho 


Fluo 

• 




8. PSS 

• 




♦ 














9 .PAH 




Fluo 


* 








Rh,o 


* 


10. PSS 

* 



















Ta belle 1 : Farbkpdierte Kapseln mit unterschiedlichen Arten von PAH-Farbstoff Schichten 

Hqhle Kapseln wurde durch Auflosen des Silicatemplats mittels FluorwasserstofPsaiore ' 
und Waschen mittels Wasser gewonnen. 

■ 

* 

Die Kapseln wurden roittels konfokaler Laserscanningmikroskopie unter gleichzeitiger 
Verwendung von 3 unterschiedlichen Kanalen- untersucht (Abb. 3a - c). Die 

Anregimgswellenlange der Laser war 488 nra fur Fluoreszein, 543 nm fur Rhodamin « 

i • ■ 
i . , 

und 633 nm fur Cy5. Die Detektoren wurden auf maximale Emission der Farbstoffe und 
auf einen nuhimalen Cberlapp ihrer Fluoreszenzemission eingestellit. Die 
Laserintensitaten und die Detektorempfindlichkeiten wurden auf etwa gleiche 
Signalintensitat fQr jeden Kanal eingestellt. Die Oberlagerung der 3 Kanale ergab 7 
verschieden gefarbte Kapseln (Abb. 3d). 1 

■ • 

■ 

Eine quantitative und sichere Methode zur Unterscheidung der verschiedenen Kapseln 
bietet die Analyse der Fluoreszenzintensitaten entlang.eines Profils durch die Kapseln. 
Die Profile zeigen die Verteilung. der Fluoreszenzintensitaten von unterschiedlichen 
Kanalen der gleichen Kapsel. Abbildung 4a zeigt zum Beispiel das Profil der Kapseln 
des 2, 7, 1 und 5. ' 




- 1 1 ■ It t m 
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Die Fluoreszenzintensitaten pro Farbstoflschicht sind unterschiedlich fur 
unterschiedlich gefarbte Kapseln, was auf Resonanzenergieeffekte und 
unferschiedlichem Gehalt an adsorbiertem Material zuriickgefuhrt werden kann. Der 
Resonanzenergietransfer kann bei Verwendung mehrerer Schichten zwischen den 
Farbstoffschichten deutlich reduziert werden. Oberhalb eines Abstands von 6 nm (ca. 4 
Schichten) treten nahezu keine Wechselwirkungen zwischen den FarbstoflSnolekulen 
mehrauf. 



Kontrollierter Forster-Resonanzenergietransfer 

10 Um feste Abstande zwischen den Farbstoffinolekulen zum Schutz von Handelsmarken 

« * 

gegen eine Falschung zu verwenden, wurden Kapseln mit unterschiedlichem Abstand 

• • » 

der Farbstoffe aber gleichem Farbstoffgehalt hergestellt. Abbildung 5 zeigt die 
hergestellten Scbichtkombinationen. 

■ 

r 

15 Die in den Kapseln mittels zwei Farbstoffen kodierte Information karin unter 
Verwendung von zwei unterschiedlichen Anregungswellenlangen und 
Fluoreszenzmessung bei zwei .unterschiedlichen- Wellenlangen ermittelt werden. Im 
Falle des ^odamin/Fluoreszein-Systems bedeutet dies: 

i 

■ « 

1 

* 

20 1. Anregungslicht bei 540 nm, Messung der Emission bei 576 nm: dies ergibt die ' 

absolute Konzentration von Rhodamine ■ • 



2. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 520 nm: dies ergibt die 
Konzentration von Fluoreszein abzttgiich der Konzentration der Molekiile, die 

m m 

25 einen Energietransfer zu Rhodamin erfahren 

3. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei" 576 nm: dies ergibt die 
Intensitat des FRET oder den mittleren Abstand zwischen den Farbstoffinolekulen 
(Falschungsnachweis) 



/ 

Jede der hergestellten Kapselarten ergibt ein spezifisches Verhaitnis zwischen Signal 1 : 
Signal 2 : Signal 3. Fur die Messung von kleinen Unterschieden in der Signalintensitat 
genugen • bereits diese zwei Farbstoffe, um eine grofie Anzahl von 
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Kodierungsm6glichkeiten zii realisieren. Jedoch kann die Anzahl der Farbstoffe in 
Kapseln bis zu 7 betragen. 

> ■ 

. • ■ * • . . • • 

Nutziing des Forster-Resonanzenergierransfers fur sensorische Anwendungen 

Ftir die Sensoranwendungen wurden die Kapseln 2 und 3 aus Tabelle 1 verwendet Es 

» 

wurde von uns gefiinden, dass PAH/PSS . Schichten bei Zugabe von Losungen 
quarternarer Alkylamnibniiuiisalze je nach Kettenlange stark aufquellen oder auch 
schrumpfen. Ein starkes Quellen von (PAH/PSS) S Kapseln von 3 um bis auf 5,7-6,0 um 
wird bei Zugabe einer 0,05 M Dodecyltrimethylammomiumbroniidlosung (DODAB) 
gefunden. Bei Verdoppelung des Kapseldurchmessers wird sich bei isotroper Quellung 
der .Schichten der Abstand zwischen den Farbstoffschichten ebenfalls verdoppeln, 
wohingegen sich das Volumen einer Schicht urn den Faktor 8 vergroBert. 

* 

> * 

Im Experiment 1 wurde die Kapsel 2 verwendet. Die Konzentration an Rhodamin und 
Fluoreszein ih der Kapselwand wurde UV7VIS spektroskopisch vor und nach deui 
Quellungsvorgang bestimmt. Der mittlere Abstand zwischen beiden Farbstoffschichten 

> 

betrug vor der Behandlung etwa 4,5 nm und.danach nahezu 9 hm. Die Anderung des 
FRET Signals (X exc = 495 nm, = 578 nm) wurde mit dem Fluoreszenzspektrometer 
wahrend des Quellvorgangs verfolgt (Abbildung 9). 'Durch die Quellung der Schichten 
verringerte sich die FRET Signalintensitat bei Reaktionmit 0,05 M DODAB urn 86%. 

■ 

Im Experiment 2 wurde die' Kapselsorte 3 verwendet. Durch die hohe 
Fluoreszeinkonzentration in der eineh PAH Schicht tritt ein effizienter Quenchprozefi 
auf. Nach Zugabe von .0,05 M DODAB Losung vergroBert sich das Volumen der PAH 
Schicht etwa um den Faktor 8. Durch die verringerte Selbstldschung des Farbstoffes 
erhaht sich dadurch die Fluoreszenz der Kapseln um 290 % (Abbildung 10). 



Fullen der Kapseln mit reaktiven Makromolekulen: 

Es gibt drei unterschiedliche Wege fur die Immobilisierung von Makromolekulen im 
Inneren der Kapseln: 

L "Schiff in Flasche" Synthese (ship in bottle synthesis) von Polymeren innerhalb 
der Kapseln (Abbildung 6). 1 2 / 
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2. Schalten der Permeabilitat von spezifischen Kapseln fur korrespondierende 
Makromolekiile mittels Salze oder pH-Anderungen (Abbildung 7) 11 



3. Bilden eines Niederschlags eines instabilen Komplexen aus den Makromolektilen 

« 

- 1 

und einer Hilfssubstanz auf dem kolloiden Templat. Nachfolgendes Einkapseln 
des Materials durch die ubliche LbL-Methode und Aufflfisen des Kerns und des 

« 

. Makromolekulkomplexes. 8 
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Abb. 1 
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Abb. 2: 

a) Absorptionsspektrum von PAH-F1, PAH-Rho und PAH-Cy5, normalisierte Intensitat 

b) Fluoreszenzspektrum von PAH-Fl, PAH-Rho und PAH-Cy5, normalisierte Intensitat 
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Abb. 3: 

Konfokale Bilder einer Mischung von farbkodierten Kapseln 

a) Fluoreszeinkanal 

b) Rhodaminkanal 

c) Cy5 Kanal 

d) Oberlagerung der 3 Farbkanaie 




I 



Abb. 4: 

Konfokale Bilder einer Mischung von gefarbten JCapseln 2, 7, 1, 5 

a) Oberlagerungsbild der drei Farbkanale 

b) Profil der Fluoreszenzintensitat entlang der weiBen Linie im Bild a) 
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Abb. 6: „Schiff in Flasche" Synthese der Polymere innerhalb der Kapseln 
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Abb. 7 

Prinzip des Beladens von MF Kapseln (8 Schichten) durch Schalten der Permeabilitat von speziellen 
Kapseln ftlr korrespondierende MakromoIekDLe durch Salz oder pH-Wert 
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Abb. 8: 



Schematischer Aufbau und WirkungSweise der 2 verschiedenen Sensorkapseln 
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Abb. 9: 

* » ■ 4 

Signalintensitaten der Sensorkapseln Nr. 2 a) in Wasser, b) nach Einwirken einer 0,05 M DODAB 
L6sung: grQn Absorption des Fluoreszeins bei 495 nra, rot -Absorption des Rhodamins bei 553 nm, blau 
FRET Signal A^c = 495 ran, 7^ = 578 nm 
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Abb. 10: 

■ 

Fluoreszenzintensitat von Kapseln Nr. 3 nach Zugabe von 0,05 M DODAB 
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